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(57) Abstract 

Described is a method of producing non-infectious pharmaceutical preparations and/or foodstuffs from starting material which may 
be infected, in particular with prions. Hie starting material is freed from infections components merely by filtering it repeatedly through 
an ultra-filtration membrane and/or a series of ultra-filtration membranes. The method is particularly suitable for removing so-called slow 
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(57) Zusamnaenfassung 



Es wird ein Verfahren zur Herstellung von aus gegebenenfalls infektiosem, insbesondere Prionen enthaltendem Ausgangsmaterial 
gewonnenen infektionssicheren pharmazeutischen Praparaten und/oder Nahrungsmitteln beschrieben. Dabei wird das Ausgangsmaterial 
lediglich dadurch von infektiosen Bestandteilen befreit, daB man es wiedertiott fiber eine Ultrafiltrationsmembran und/oder Uber eine Serie 
von Ultrafiltrationsmembranen filtriert. Das Verfahren ist besonders zum Entfemen von sog. langsamen Viren wie den Erregem der 
spongiforms Enzephalopatie geeignet. 
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Verfahren zur Herstellung von inf ektionsf reien pharma- 
2eutischen Praparaten und/oder Nahrunosmitteln aus 
infektiosem, insbesondere Prionen enthaltendem. Material 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
nicht-inf ektiosen pharmazeutischen Praparaten und/oder 
Lebensmitteln aus einem Ausgangsmaterial , das einen oder 
mehrere verschiedene Arten von inf ektiosen Erregern, insbe- 
sondere Prionen, enthSlt, bzw. bei dem nicht sicher 1st, daS 
es frei von solchen Erregern 1st. 

Das wachsende VerstSndnis fur den Stoffwechsel in Lebewesen 
hat dazu gef fihrt , dafi immer mehr Signal- und Transmittersub- 
stanzen, wie beispielsweise Hormone, zur gezielten Steuerung 
und Beeinf lussung von Korperfunktionen verwendet werden. 
Daher enthalten eine Vielzahl von pharmazeutischen PrSparaten 
und Nahrungserganzungsmitteln derartige Wirksubstanzen. Ein 
Gro&teil der hierfflr eingesetzten Substanzen wird jedoch aus 
biologischen Quellen erhalten, d. h. durch Entnahme von 
Organen, Geweben Oder Korperf lussigkei ten aus pf lanzlichen, 
insbesondere jedoch aus tierischen oder gar menschlichen 
Spendern oder auch aus Zellkulturen davon. 

Bei der Gewinnung von Substanzen aus lebenden Spendern 
besteht jedoch auch das Risiko, daS unwissentlich Material 
von Spendern verarbeitet wird, das mit einem oder sogar mit 
mehreren pathogenen Erreger infiziert bzw. verseucht ist. 
Dies stellt sowohl bei bekannten Erregern, wie beispielsweise 
dem Aids ausldsenden Hi-Virus, sowie beispielsweise bei den 
bislang unerkannten, beispielsweise den sogenannten Rinder- 
wahnsinn (BSE) oder auch Scrapie ausldsenden Erregern ein 
hohes Risiko bei der Herstellung solcher biologisch- 
therapeutischen Praparate dar. Biologisch-therapeutische 
Wirksubstanzen , wie beispielsweise das Immunsystem 
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aktivierende und regulierende Wirkstoffe, werden industriell 
aus der Thymusdruse von Kalbern, das inenschliche Wachstums- 
hormon hGH wird aus der Hypophyse und Heparin wird zum 
Beispiel aus dent Darm von Schweinen oder der Lunge von 
Rindern gewonnen* Weitere Substanzen werden aus verschiedenen 
Plazentaextrakten erhalten. Bei Substanzen , die aus Zellkul- 
turen gewonnen werden , besteht ebenfalls ein Risiko, daB 
diese Viren oder Virusarten oder virusahnliche Partikeln, 
sog* virus-like-particles, oder Prionen enthalten oder damit 
kontaminiert sind. 

Es ist daher bereits auf vielfaltige Weise versucht worden, 
derart gewonnene Praparate garantiert inf ektionsf rei herzu- 
stellen. Eine hierzu hSufig verwendete Methode ist die 
Hitzesterilisation, die jedoch bei vielen biologischen 
Therapeutika auch zu einer teilweisen oder sogar zu einer 
vollstandigen Inaktivierung des biologischen Wirkstoffes 
fuhrt. Im Falle des Erregers der spongiformen Enzephalopathie 
hat es sich sogar gezeigt, daS selbst Tempera turen von 130 °C 
keine hinreichende Sicherheit zu seiner Inaktivierung bieten. 
Auch mittels chroma tographischen Verfahren f wie beispiels- 
weise mit der sogenannten Gelausschluftchromatograpie oder 
auch mittels Af f initStschromatographie, ist versucht worden, 
die Menge der vorliegenden Erreger zu reduzieren oder diese 
sogar vollstandig zu entfernen. Eine weitere Methode zur 
Entfernung von unerwunschten pathogenen Keimen ist das 
vorzugsweise f raktionierte Ausf alien mittels Ammoniumsulf at . 

Das am einfachsten durchzuf uhrende und daher auch am haufig- 
sten verwendete Verfahren ist die Ultrafiltration mittels 
Membranen, wobei die Erreger aufgrund ihrer groSeren Vo- 
lumenmasse von der Filtrationsmembran zuruckgehalten werden, 
wohingegen der kleinere gewflnschte Wirkstoff die Membran 
passieren kann. Die PorengroSe solcher Ul traf iltrationsmem- 
branen ist jedoch nicht konstant, sondern weist eine durch 
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die Herstellung bedingte statistische GroEenverteilung auf, 
so dafi in jeder Membran zwangslSufig gr6Sere Poren vorliegen, 
durch die dann auch Bestandteile mit einem groSeren Volumen 
bzw. Masse und damit auch Bakterien, Viren und Prionen bzw. 
sogenannte "langsame Viren" durch die Filtrationsmembran 
hindurchgelangen konnen, so daS regelmaSig im Filtrat noch 
eine u.U. infektiose Menge des Erregers vorliegt. 

Eine Titerreduktion von Erregern der spongiof ormen 
Enzephalopathie Qber 7 Zehnerpotenzen durch nur einen Ver- 
f ahrensschri t t ist bisher in der Literatur nur von Autokia- 
viervorgangen Oder Alkalibehandlung her bekannt (Banner, K. 
(1991): Obertragung spongiof orrner Encephalopathien durch 
Arzneimittel , Pharm. Ind. r 53, 614 - 623). Als maximal 
erreichbar gelten 8 Zehnerpotenzen durch 20 minutige 
Autoklavierung bei 133 °C Oder einstundige Behandlung mit 1 N 
NaOH bei 20°C (Bundesgesundheitsamt : Bekannmachung der 
Sicherheitsanforderungen an Arzneimittel aus Korperbestand- 
teilen von Rind, Schaf und Ziege zur Vermeidung des Risikos 
einer Obertragung von BSE Oder Scrapie vom 16. 2. 1994). 

Alle zuvor genannten Verfahren haben gemeinsam, daft sie keine 
100 %-ige Sicherheit dafur bieten, daS der potentiell vor- 
liegende Erreger garantiert entfernt worden ist. Aus diesem 
Grunde schreiben die Arzneimittelzulassungsbeh6rden vor, daS 
bei der Herstellung von biologischen Therapeutika mehrere 
verschiedene der zuvor genannten Verfahren verwendet werden 
mussen, da mit nur einer Methode allein auch bei wiederholter 
Anwendung bislang keine 100 %-ige Inaktivierung des patho- 
genen Erregers sichergestellt war. Eine serielle Verwendung 
des gleichen Verf ahrensschrittes wird daher von den Arznei- 
mittelbehorden explizit als unerwunscht angesehen. Bei der 
"National Scientific Conference on Viral Safety and Evalua- 
tion of Viral Clearance from Biopharmaceutical Products" 
(Bethesda, Maryland, USA, 14. Juni 1995) lehnte 
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beispielsweise Dr. J. Lower vom Paul Ehrlich Institut (Arz- 
neimittelsicherheitsbehorde) beim Vortrag von Dr. S. Manabe 
es aus diesen Sicherhei tsgrunden ab, infektioses Material 
allein durch Ultrafiltration beispielsweise an mit Phagen 
validierten Membranen zu entfernen. 

Aus M. Pocchiari et al . , Archives of Virology, 1988, Seite 
131 sowie aus der EP-A-0 307 373 ist es beispielsweise 
bekannt, bei der Herstellung von menschlichem Wachstumshormon 
aus der Hypophyse des Menschen zur Reduzierung der 
Scrapieinf ektivitat uber einen Filter mi t einem AusschluSvo- 
lumen von 100 kD oder uber einen Filter mit einer PorengroBe 
von 25 nm zu filtrieren, wobei in beiden Fallen eine Abnahme 
der Inf ektivitat des Inf ektionstiters urn einen Faktor von 2,2 
bzw. 2,0 Zehnerpotenzen erreicht wird. Diese 
Abreicherungsrate laSt sich gemafi dem dort beschriebenen 
Verfahren dadurch erhohen, dafi der Losung soviel Harnstoff 
zugesetzt wird, dafc sie eine Konzentration von 6 M aufweist. 
Mit Hilfe dieses Additives konnte der Titer des infektiosen 
Agens von Scrapie sowie des Creutzf eldt-Jakob-Syndroms um 
einen Faktor von 4,4 bzw. 5,6 Zehnerpotenzen verringert 
werden. Um sicherzustellen r daft das Endprodukt keine infek- 
tiosen Erreger mehr aufweist, werden jedoch von den Arznei- 
mittelsicherheitsbehorden wesentlich hohere Entf ernungsraten 
verlangt. G. Stiles, "Unconventional Viruses", A unique 
challenge in the manufacturing of biotherapeutics f 
Proceedings of the workshop on biopharmaceutical process 
validation, February 20, 1992, Basel, Schweiz, 
Microbiological Associates Inc. Rockville, Maryland, U.S.A. 
beschreibt, dafi es durch eine Mischung von verschiedenen 
Aufreinigungsverf ahren, wie beispielsweise Membranf iltration 
mit 6 molarem Harnstoff, Ausf alien mit Ammoniumsulf at f 
chromatographische Auftrennung, und insbesondere auch durch 
eine Auswahl der Spendertiere , (Verdunnung des infektiosen 
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Materials), moglich ist, eine "Abreicherung" des Viruses auf 
fiber 22 Zehnerpotenzen zu erreichen. 

Aus der WO 91/12027 ist ein Verfahren zur Bestimmung der 
Abreicherung von Viren in L6sungen und zur Bestimmung der 
Abreicherungsrate bekannt. Dabei wird das zu reinigende 
Material fiber eine Ultraf iltrationseinheit geleitet, deren 
Abreicherungsrate zuvor ermittelt wurde, indem der Filter 
Oder die Filtrationseinheit mit Viren der Familie Leviviridae 
beaufschlagt und vor und nach der Filtration der Titer der 
Viren bestimmt und daraus die Abreicherungsrate ermittelt 
wurde . 

Die Erfindung hat zum Ziel, ein Verfahren zur Herstellung von 
Biotherapeutika bzw. Lebensmitteln oder auch Additiven 
hierfur bereitzustellen , das auch im groStechnischen MaSstab 
einfach und bequem durchzuffihren ist und das sicherstellt , 
daB bei der Verwendung der hiermit erhaltenen Produkte in 
pharmazeutischen PrSparaten und/oder Nahrungsmitteln keine 
Infektion mehr auftreten kann, wenn dabei mit Prionen infi- 
ziertes oder sogar hochgradig infektioses Ausgangsmaterial 
verwendet wird. 

Dieses. Ziel wird nun erf indungsgemafi dadurch erreicht f daS 
man ein gegebenenf alls mit infektidsen Prionen verseuchtes 
Ausgangsmaterial dadurch von den infektidsen Bestandteilen 
ganzlich befreit oder zumindest soweit befreit, dafe es nicht 
mehr infektios ist, indem man es wiederholt fiber eine Ultra- 
f iltrationsmembran filtriert. Obwohl dies nicht zu erwarten 
war, wurde namlich entgegen dem theoretisch zu erwartenden 
Ergebnis gef widen, daS bei einer wiederholten Filtration fiber 
die gleiche (oder auch eine andere) Membran die jeweilige 
Abreicherungsrate des infektidsen Agens ansteigt. Auf diese 
Weise ist es daher moglich, die Abreicherung des gegebenen- 
falls vorliegenden pathogenen Erregers durch eine mehrfache 
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Wiederholung der Ultrafiltration beschleunigt zu entfernen 
und man kann daher auf andere Verfahren verzichten, d. h. es 
ist erf indungsgemafc moglich, den oder die Erreger bzw. 
Prionen lediglich durch die wiederholte Anwendung der Fil- 
tration zu entfernen. Wie von anderen Filtrationen bekannt 
ist, ware zu erwarten gewesen, dafi grofie Partikel zunachst 
abgereichert werden und die kleineren Partikel in nach- 
folgenden Filtrationen in immer geringer werdenden 
Abreicherungsraten entfernt werden konnen. Gerade dies ist 
jedoch, wie erf indungsgemafc gefunden wurde f bei Prionen nicht 
der Fail. Vielmehr werden diese bei der zwsitsn und bei 
nachf olgenden Filtrationen in immer hoheren Raten entfernt 
(s. Fig. 2). Die einzelne Abreicherung nimmt daher mit dem 2. 
Filtrationsschritt zu und nicht ab. 

Das erf indungsgemafce Verfahren hat sich als besonders geeig- 
net fur die Entfernung von sogenannten "langsamen Viren" , 
also Prionen, erwiesen. Besonders bevorzugt wird das 
erfindungsgemafie Verfahren zum Entfernen des Erregers der 
spongiformen Enzephalopathie, insbesondere von Scrapie, 
Rinderwahnsinnn (BSE), Jakob-Creutzf eldt , Kuru, Gerstmann- 
Straussler und Alzheimer, verwendet. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemafcen Verfahrens liegt 
darin, dafi gleichzeitig andere infektiose Materialien wie 
Viren und Bakterien, sowie Endotoxin ebenfalls entfernt 
werden, was z. B. bei anderen Inaktivierungsverf ahren nicht 
immer der Fall ist. 

Bevorzugte Organe fur die Gewinnung von Ausgangsmaterial sind 
Thymus, insbesondere Kalbsthymus, die Hypophyse von Tieren 
und Menschen, tierische und menschliche Plazenta sowie die 
Intestinalorgane vom Schwein und von Wiederkauern, wie Rind, 
Ziege und Schaf. Auch Korperf lussigkeiten , insbesondere Blut , 
sind bevorzugt. Auch Biomolekule aus Zellkulturen, wie z. B. 
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Interl ukin-2 aus stimulierten menschlichen Lymphozy ten , 
Gewebs-Plasminogen-Aktivator (t-PA) aus Saugetierzellkultur 
oder rekombinante Glykoproteine sind namlich ebenfalls 
potentiell mit pathogenen Erregern kontaminiert . Das 
erf indungsgemSBe Verfahren 1st auch besonders fur die Gewin- 
nung von Substanzen und PrSparaten aus transgenen Tieren oder 
aus transgenen Zellkulturen geeignet, da diese haufig Zoono- 
sen aufweisen. 

Fur das erf indungsgemSBe Verfahren werden vorzugsweise 
Ultrafiltrationsmembranen verwendet, die einen Porendurch- 
messer von kleiner 100 nm f vorzugsweise von 50 - 0,5 nm r 30 
-1 nm aufweisen, wobei 10 - 1 nm bevorzugt sind. Bevorzugte 
durchschnittliche Porengr6Ben lassen Molekule mit einem 
Molekulargewicht von 30 kD die Membran nicht mehr passieren. 
Besonders bevorzugt sind Spiralmembranen und insbesondere 
Membranen mit Tangentialf luB, wie sie beispielsweise unter 
der Bezeichnung Amicon Spiralmembranen, z. B. S1Y30, S10Y30 
und S100Y30, im Handel erhaltlich sind. Besonders geeignet 
sind hydrophile Membranen f insbesondere mit geringen Adsorp- 
tionseigenschaf ten, wie Membranen aus regenerierter 
Cellulose, aus Polysulfon bzw. Gemischen davon. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die im erfindungs- 
gemSSen Verfahren zu verwendende Ultraf iltationsmembran vor 
ihrer Verwendung mit dem zu f iltrierenden Ausgangsmaterial 
vorzubehandeln . Dazu wird uber die hydrierte, vorgewSsserte 
und zweckmaEi gerweise mit einer physiologischen Kochsalzlo- 
sung getrankte Membran ein garantiert erregerf reies Aus- 
gangsmaterial filtriert. 

Es hat sich gezeigt, daB sich mit dem erf indungsgemaBen 
Verfahren allein mit der zweiten Ultrafiltration der Erreger 
urn mindestens einen Faktor von 10- 6 f insbesonders urn minde- 
stens 10~ 7 , abreichern laBt. Zweckmafiigerweise wird das zu 
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reinigende Material so oft uber eine Ul traf iltrationsmembran 
filtriert, bis sich im Filtrat keine Inf ektiosi tat mehr 
nachweisen laSt. Dies ist nach mindestens zweifacher, vor- 
zugsweise drei- Oder mehrfacher Ultrafiltration der Fall. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren hat sich als besonders geeig- 
net erwiesen, wenn das zu reinigende Material fiber einen 
Ultrafilter oder eine Ultraf iltrationseinheit geleitet wird f 
deren Abreicherungsrate zuvor ermittelt wurde, wie dies in 
der WO 91/12027 beschrieben ist. Dabei wird der Filter oder 
die Filtrationseinhei t mit viren der Familie Leviviridae 
beaufschlagt und vor und nach der Filtration der Titer der 
Viren bestimmt. Aus der Differenz der Viruskonzentration wird 
dann die Abreicherungsrate ermittelt. Bevorzugte r hierfur 
verwendbare Testviren sind die Leviviridae-Viren MS2, F2 oder 
R17. Als besonders zweckmSfiig hat sich jedoch der 
Bakteriophage fr mit der Hinterlegungsnummer ATCC Nr. 
15767-B1 erwiesen, wie dies in der zuvorgenannten WO 91/12027 
naher beschrieben ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das 
erf indungsgemaBe Verfahren mittels eines Druckhal tetestes 
kontrolliert wie es in der WO 93/02714 beschrieben ist. 

Bevorzugte mit dem erf indungsgemSfeen Verfahren hergestellte 
Produkte sind die das Tmmunsystem stimulierenden bzw. regu- 
lierenden Substanzen des Thymus, sowie Heparin und mensch- 
liches Wachstumshormon , sowie uber Saugerzellkulturen gewon- 
nene naturliche oder rekombinante Molekule. 

Die Erfindung soli durch die folgenden Beispiele naher 
erlautert werden. 
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Beispiel 1 

Vollstandige Entfernung von Scrapie-Erregern 
Modellhaft fur sog. langsame Viren bzw. Prionen wurde 
Scrapie-Erreger in einem Hamsterstamm vermehrt und nach 
Beauf schlagen auf einer produktionstypischen Ultraf iltrati- 
onsanlage von 5 seriellen Patronen abgereichert und die 
Inf ektiositat der Ultraf iltrate im Tierversuch ermittelt 
(siehe Fig. 1) . 

1.1 Gewinnung von infektiosen Scrapie-Erregern 

Ein mit dem Scrapiestamm 263K infiziertes Gehirn eines 
Hamsters im Terminalstadium wurde maceriert und gepoolt. 
Davon wurden 500 mg in 4,5 ml einer sterilen physiologischen 
Salzlosung gegeben, homogenisiert und 10 Minuten lang bei 500 
g zentrifugiert . 50 pi des Oberstandes wurden intracerebral 
in 40 syrische LVG-Hamster injiziert. Die Tiere wurden bei 
Auftreten der Erkrankung mittels Genickbruch getotet, sobald 
dies aufgrund ihres klinischen Zustands notwendig war. Dies 
war iiblicherweise 65 bis 80 Tage nach der Injektion der Fall. 
Die Gehirne wurden aseptisch entnommen, gefroren, maceriert, 
mit einer sterilen Kochsalzlosung versetzt und homogenisiert. 
Danach wurde 10 Minuten lang bei 500 g abzentrif ugiert und 
der Oberstand als "Spike M -Material verwendet. 

1.2 Gewinnung von Thymusdrusen-Homogenisat 

Es wurden drei Thymusdrusen von Kalbern puriert (ca. 550 g) 
und mit 1,5 1 pyrogenf reiem Wasser versetzt und homogeni- 
siert. Das Homogenisat wurde bei 4 °C bis zum Gebrauch 
gelagert. 
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Die Vorfilter und Ultrafilter wurden wie ublich mit Wasser 
gewaschen. Fur die Vorf iltration wurde Thymusextrakt hinter- 
einander fiber Nylongaze und drei Mikrof iltrationsmembranen 
(Pall, Nylonmembranen) mit PorengroEen von 2,0 pm, 0,8 ym und 
0,2 ym filtriert. Um sicherzustellen , daB die Entfernung des 
Erregers nicht durch eine Absorption der Partikel an der 
groEen inneren OberflSche der spiralgewickelten Patronen 
verfalscht wird und um moglichst die alleinige 
Filtrationsabreicherung zu erfassen, wurden die fur die 
Virusabreichueng einzusetzenden Filter vorbeschichtet . Dazu 
wurden sowohl die Vorfilter als auch die Filter vurden mit 
dem gewonnenen Thymushomogenisat vorbehandelt , d. h., es 
wurde jeweils eine geringe Menge (4 x 200 ml) uber den Filter 
gegeben . 

1.3 Entfernung der Scrapie-Erreger 

10 ml der in Beispiel 1 gewonnenen Scrapie-Spike-Losung wurde 
600 ml des Thymushomogenisats zugesetzt und bei 4 °C uber 
Nacht stehen gelassen. Dann wurde die Losung fiber einen 
ersten Vorfilter mit einer PorengroEe von 2,0 um, einen 
zweiten Vorfilter mit einer PorengroEe von 0,8 *im und einen 
dritten Vorfilter mit einer PorengroEe von 0,2 p filtriert. 
Das so erhaltene Filtrat wurde als Probe A bezeichnet. 

190 ml des gespikten Vorf iltrat-Materials wurden nochmals mit 
6 ml der Scrapie-Spike-Losung beaufschlagt und dann einer 
Ultrafiltration uber eine Amiconmembran S1Y30 unterworfen. 
Das so erhaltene Filtrat wurde als Probe B bezeichnet. 

144 ml von Probe B wurden nochmals mit 6 ml des Scrapie- 
Spike-Materials beaufschlagt und einer zweiten Ultrafiltra- 
tion fiber eine weitere Amicon S1Y30-Membran unterworfen. Das 
hierdurch erhaltene Filtrat wurde als Probe C bezeichnet. 
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121 ml der Probe C wurden nochmals mi t 6 ml des Scrapie- 
Spike-Materials versetzt und nochmals wie zuvor einer Ultra- 
filtration fiber die gleiche Membran unterworfen. Die hierbei 
erhaltene L6sung wird als Probe D erhalten. 

121 ml der Probe D wurden einer vierten Ultrafiltration uber 
die gleiche Membran unterworfen. Die hierbei erhaltene Losung 
wurde als Probe E bezeichnet. 

93 ml der Probe E wurden einer funften Ultrafiltration mit 
der gleichen Membrarj unterwcrf en. Das hierbei erhaltene 
Filtrat wird als Probe F bezeichnet. 

Die Probe F wurde anschlie&end nochmals durch eine Steril- 
filtration uber einen Filter von 0,2 pm geleitet. Das hierbei 
erhaltene Filtrat wird als Probe G bezeichnet. 

Zum Oberblick uber das verwendete Abreicherungsverf ahren wird 
auf Fig. 1 verwiesen. 

1.4 Titration des infektiosen Erregers am Hamstermodell 

Jeweils 12 Hamstern wurden 50 pi der unverdunnten bzw. 
logaritmisch verdQnnten Proben A, B, C f D und G intracerebral 
injiziert. Fur die Proben E und F wurden jeweils 24 Hamster 
mit nur 50 pi der unverdunnten Losung intracerebral infi- 
ziert. Zur Bestimmung der Inf ektiositat des Scrapieagens 
wurden insgesamt 96 Hamstern mit 50 pi des Spike-Materials 
mit verschiedenen Verdunnungen behandelt, wobei fur jede 
Verdiinnung 12 Hamster infiziert wurden. 

50 Tage nach Injektion wurde der Zustand der Tiere bezuglich 
klinischen neurologischen Symptomen beobachtet, und alle 
befallenen Tiere wurden in dem Terminalstadium der Erkrankung 
getotet und analysiert. Tiere, die keine Symptome zeigten, 
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wurden nach Beendigung der Studie, d.h. ca. 450 Tage nach 
Injektion ebenfalls getotet und untersucht. 

- Titration des Scrapie-Spike-Materials (positive Kontrolle) 
Nach Beendigung der Studie zeigten alle Hamster, die mit dem 
unverdunnten Spike-Material sowie mit Verdunnungen von 10- 1 
bis 10- 8 infiziert worden waren, eine histopathologisch 
bestatigte Scrapie-Inf ektion . Bei den Verdunnungen von 10-* 
und 10- 7 zeigten 7 von 12 Hamstern eine Infektion, die 
ebenfalls durch histopathologische Untersuchungen bestatigt 
wurde. Keiner der Hamster, die mit der 10" - verdunntsn Lcsung 
infiziert worden ist, zeigte irgendwelche klinischen oder 
histopathologischen Symptome der Scrapie-Erkrankung. 

Probe A (nach Vorf il tration) 
Hamster, die mit der unverdunnten Probe A und mit Verdfin- 
nungen bis zu 10-° infiziert wurden, zeigten das Auftreten 
von Scrapie. Bei keinem der Hamster, die mit den 10* 6 - und 
10- 7 -fachen Verdunnungen infiziert wurden, konnte der Aus- 
bruch der Erkrankung beobachtet werden. 

Probe B (Produkte der ersten Ultrafiltration) 
Hier wurden nur noch nach Injektion mit der unverdunnten 
sowie mit den 10" l - und 10-*-fachen Verdunnungen das Auftre- 
ten von Scrapie-Infektionen beobachtet. Bei weiteren Verdun- 
nungen konnte kein Auftreten der Erkrankung mehr beobachtet 
werden . 

Proben C bis G 

Nach Beendigen der Studie wurden mit dieeen Produkten kein 
Auftreten einer Scrapie-Inf ektion in den Proben C, E, F und G 
gefunden. Lediglich 2 Hamster, die mit der unverdunnten Probe 
D infiziert wurden, entwickelten klinische Anzeichen einer 
Scrapie-Inf ektion- In diesem Zusammenhang wird nochmal darauf 
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hingewiesen, dafi die Probe D nach dem Respiking des Filtrates 
mit Scrapie-Homogenisat erhalten wurde. 

Die Ergebnisse der Hamster-Inokulation und die Ergebnisse der 
Histopathologic und des Inf ektionstiters (LD50/ml) sind in 
Tabelle 1 angegeben. Dabei wurde der Inf ektionstiter unter 
Verwendung der Methode von Karber (1931 f Beitrag zur kollek- 
tiven Behandlung pharmakologischer Reinversuche; Archives of 
experimental pathology and pharmacology, 162 . 480 - 483) wie 
folgt bestiromt: 

m = X + 1/2 d-d (S rl) 

(n) 

wobei 

der durchschnittliche LD50-Wert pro Inokulationsvolumen 
bedeutet , 

der Reziprokwert der hochsten infektiosen Verdflnnung 
bedeutet, 

der Logarithmus des Verdunnungsintervalls , 
die Anzahl der bei jeder Verdunnung nicht infizierten 
Tiere und 

die Anzahl der mit jeder Verdunnung inokulierten Tiere 
bedeutet. 

Auf diese Weise ergab sich fur das Ausgangsmaterial ein 
Inf ektionstiter von 10 B '<» LD50/ml . Nach drei Vorf iltrationen 
fur die Probe A 10«»»* LD50/ml betrug die Gesamtzahl der 
infektidsen Erreger vor der ersten Ultrafiltration somit nach 
dem Respiken (6 ml x 10 8 'O) 10«»* 3 LD50-Einhei ten (150 ml), 
Nach Ultrafiltration enthielt die Probe B nur noch 10*» 96 
LD50-Einheiten (10 2 ' 38 LD50/ml) . Dies ergibt eine 
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Abreicherung des Erregers bei der ersten Ultrafiltration um 
den Faktor 10< ■ 67 . 

Abreicherung bei der zweiten Ultrafiltration 

Nach dem Respiken der Probe (6 ml x 10 8 »< 9 ) enthielt die 
Losung (127 ml) insgesamt 10*' 33 LD50 Erreger. Der trotz 
erneuter Beauf schlagung gefundenen Inf ektionstiter nach der 
zweiten Ultrafiltration war kleiner als 1 LD50/ml , d. h. es 
wurde kein Erreger mehr gefunden. Dies ergibt einen Titer in 
in *t^« ✓ m2 i.n*n riamS t Sot r\io AVrrei rhf»riina itn zweiten 

JLCi t HI JL V J * -4> w max «xw» •<-• — — — — — -/ ~ 

Ultraf iltrationsschritt groBer als 10 7 ' 13 . 

Wie zuvor beschrieben wurde die Probe G bestimmt. Hier wurde 
eine Abreicherung um einen Faktor von > 10 7 » 38 gefunden. 

Fig. 2 zeigt die Abreicherungsraten des Scrapie-Erregers 
durch serielle Ultrafiltration. Entgegen dem theoretisch zu 
erwartenden Ergebnis einer konstanten oder sogar abnehmenden 
Abreicherung, wie sie etwa bei der seriellen Filtration des 
Bakteriophagen fr fiber die gleiche Ultraf iltrationsmembran 
S1Y30 beobachtet wird (WO 91/12027, Tabelle 3), nimrot die 
Abreicherungsrate fur den Scrapie-Erreger nach dem ersten 
Filtrationsschritt mehr als 2 Zehnerpotenzen zu. 

Durch die serielle Ultrafiltration kann somit selbst die 
Titerreduktion durch die als sicher geltenden Autoklavier- 
oder Alkalibehandlung um ein Erhebliches unterschritten und 
damit ein Arzneimittel ohne Gef ahrdungspotential durch 
Erreger der spongiof ormen Enzephalopathien hergestellt 
werden. Unabhangig davon konnen naturlich zusatzliche Vor- 
oder Nachreinigungsschritte mit dem erf indungsgmeaSen Ver- 
fahren kombiniert werden. Das erf indungsgemaBe Verfahren 
zeichnet sich dadurch aus, daB die Erreger durch 
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Ultrafiltration entfernt werden, bis das Produkt mit Sicher- 
heit nicht roehr infektios wirkt. 

Die vorliegenden Versuche belegen, daE mit einer wiederholten 
Ultrafiltration die Entfernung von infektidsen Erregern, wie 
Prionen bzw. sogenannten "langsamen Viren" die 
Abreicherungsgeschwindigkeit pro Filtrationsschritt um 
mindestens das 100- bis 1000-fache ansteigt, was 2u einer 
rapiden Beschleunigung der Entfernung des Erregers und damit 
auch zu einer Inf ektionssicherhei t des so erhaltenen Pro- 
uuMtja lunri, 
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Patentansprfiche 

1. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen 
Praparaten und/oder Nahrungsmitteln aus moglicherweise mit 
Prionen verseuchtem Ausgangsmaterial , umfassend die sichere 
Entfemung der infektiosen Erreger, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Prionen lediglich dadurch entfernt werden, daB man 
das zu reinigende Material wiederholt fiber eine Ultrafiltra- 
tionsmembran und/oder fiber eine Serie von Ultraf iltrations- 
membranen filtriert. 

2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB das infektiose Material ein 
Erreger der spongif ormen Enzephalopathie 1st. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daft der Erreger Scrapie, BSE, Kuru, 
Gerstmann-Straussler, Jakob-Creutzf eldt und/oder Alzheimer 
veruraacht . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Filtrationsmembran vor 
ihrer Verwendung mit dem zu f iltrierenden Ausgangsmaterial 
vorbehandelt . 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB man ab der zweiten Ultrafiltra- 
tion den Erreger urn mindestens einen Faktor von 10-*. vor- 
zugsweise mindestens 10- 7 , abreichert. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB das pharmazeutische Praparat 
Thymusfraktionen, Heparin, naturliche und/oder rekombinante 
Proteine aus Zellkulturen und/oder humanen menschlichen 
Wachstumsf aktor enthalt. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS das pharmazeutische Praparat 
Interleukin-2, rekombinantes Glykoprotein und/oder Gewebs- 
Plasminogen-Aktivator umfaEt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS man als Ul traf iltrationsmembran 
eine Amicon Spiralmembran mit Tangentialf lufi S1Y30, S10Y30 
Oder S100Y30 verwendet. 



9- Vprf ahron nanVi »i nn« ,3 ~_ i v. , , ... 

~" — — • -*-" < - i,M »uiiiciyciieiiueii Aiisprucne, 

dadurch gekennzeichnet, dafc man die Ultraf iltrationsmembran 

durch Beaufschlagen mit Viren der Familie Leviviridae vali- 
diert. 



10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB es mittels einem Druckhaltetest 
kontrolliert wird. 
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30-11-83 

30- 05-84 

06- O6-84 
16-04-B6 
05-02-92 
25-11-83 
18-04-86 
22-06-B3 

31- 05-B4 
13-11-85 

29- 09-86 

07- 1 2-83 
10-02-89 

30- 07-84 

31- 03-87 

08- 07-86 
28-02-87 
30-06-89 



JO Al 8300044 



06-01-8" 



AU Al 
AU B2 
DE Al 
EP Al 
FR Al 
GB AO 
GB Al 
JP A2 
NL A 
BE AO 
SE A 
DE Al 
FR Al 
GB Al 
JP A2 



85096/82 
539797 
3316632 
68407 
2526426 
8312120 
2119799 

5B192863 
B220204 
8203877 
8203877 
3144688 
2508038 
2100720 

57212154 



06-01-83 
18-10-B4 
10-11-83 
05-01-83 
10-1 1-83 
08-06-83 
23-1 1-83 
10-1 1-83 
02-05-83 

22- 06-82 

23- 12-82 

05- 01-83 

24- 12-82 

06- 01-83 
27-12-82 



JO Al 8203568 



2e-10-82 



DE T • 
EP Al 
GB Al 
JP T2 



3241315 
76321 
2110112 
58500983 



24-0 1-B5 
13-04-83 
15-06-83 
23-06-83 



[P Al 33686 



AT E 
AU Al 
AU B2 
CA Al 
DE CO 
DK A 
EP A2 
EP A3 
EP Bl 
EB Al 
EB AS 
ES Al 



FI 
FI 
FI 



FR Al 
FR Bl 
JP A2 

& 82 

JP A2 
NO A 
NO B 
NO C 



10330 
66782/81 
548657 
116571 1 
3167245 
427/81 
33686 
33686 
33686 
498962 
■498962 
8201407 
B10174 
67655 
67655 
2474828 
2474B2e 
56123921 

6205646 
810334 
151442 
151442 



15- 12-84 

06- 0B-81 

02- 01-86 
17-04-84 

03- 01-85 
02-08-81 
12-08-81 
26-03-81 
21-11-84 

16- 11-81 
16- 12-8-1 
16-03-82 

02- 0B-81 
31-01-85 
10-05-85 

07- 08-B1 

09- 09-83 
29-09-81 

26-07-94 

03- 08-81 
02-01-85 

10- 04-85 



US A 436 1587 30-11-82 

US A 4900450 25-12-90 

US A 5219735 15-06-93 

US A 5352476 04-10-94 

ZA A 8100590 24-02-82 



